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論文内容要旨
 第1章序論
 食中毒シガテラは,発生患者数が毎年2万人にも上るといわれている世界最'大規模の自然毒食中毒であ
 る。シガテラは,しに熱帯から亜熱帯地方の珊瑚礁海域に棲,自、する魚介類の摂取によって引き起こされる.
 中毒症状には嘔吐・下痢・悪寒・倦怠感・感覚麻痺・温.度感覚異常などがあり,数日から数ヶ月継続する
 と言われ,中毒発生地域では重大な社会問題になっている。そのため,中毒予防のための毒魚検定法の開
 発が急務である。シガテラの主要原因毒であるシガトキシン(CTX)類は,渦鞭毛藻Gヨ11めノeldA～α'Sfoxlcu∫
 によって産生され,食物連鎖により魚介類に蓄積することが知られている(FlgUI℃1)。しかし,CTX類は,
 魚介試料およびσ.roxlc郎の培養液からはごくわずかしか申、離できないため,詳細な毒性発現機構の解明や,
 毒魚検定法に利用可能な抗体の開発は困難であった,、
 我々の研究室では,CTX類の合成研究を進めており,2001年には,同族体の一'つであるCTx3Cの初の
 全合成を達成した。その後,CTX3Cの効率的合成法も確立した。また,合成中間体フラグメントをキャ
 リアー蛋白質に連結した人工抗原を合成し,抗CTX抗体調製を検討している。2002年には,調製した抗
 CTX3C抗体を利用して,CTX3C検出用ELISAキットを開発した。
 私は本研究で,CTXの左側フラグメントの合成を研究課題とした.まず,鍵となる,側鎖を有するA環
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 部を効率的に合成する方法の開発を検討した、,そして,合成したフラグメントをハプテンとしてタンパク
 と結合し,抗体調製用コンジュゲートの作成も行うこととした。
 本研究では,CTX3C検出用ELISAキットを用いた研究も行った。CTX3Cに代わるELISAのポジティブコ
 ントロールを開発することにした。また,魚肉試料抽出物に対するこのELISAキットの有効性を確認する
 ため,添加回収モデル実験を検討した。
 第2章A環'側鎖導入法の検討'
 (1)当研究室で開発された遷移金属触媒(Pd,Ru,Ni)を用いた1から4への3段階でのCTXのA環構築法
 について,Ni触媒による側鎖とアセタールのカップリング反応を検討した(Schemela)。反1,占の位置選択
 性向上を目指して,種々の溶媒,およびビニル金属を用いて反1,邑1したが,従来の条件の選択性を上回るこ
 とはできなかった。
 (2)また,当研究室大栗は,CTx3C型のAB環5に側鎖を導入し,わずか3段階でCTX型のAB環4に変換
 した。これは,Rh触媒によるオレフィン異性化・Pb(OAc)、によるアセトキシ化・Ni触媒によるボレートと
 のカップリングという3段階法である。各工程の収率が低いことが問題だったが,私は,それぞれの反応
 を改良し,収率を向上させた(Scheme!b)。
 (3)側鎖導入の別法として,A環エノールエーテル6に対し,位置および立体選択的に側鎖を尊人して
 CTX型のAB環9に変換する方法を開発した。これは,一塩化ヨウ素一アルキニルアルミニウムのカップリ
 ングを鍵i.1程とする,新たな側鎖導.人法である(Schemelcl。
 第3章シガトキシンABC環部の合成
 第2章(1)の方法を用いて,ABC環部の合成を行うこととした。B環部ユ0はD-glucaiから誘導し,中田ら
 の開発したSmLを用いる立休選択的分1二内環化反1,督でC環部を構築した。11に対して,Pd、Ru,Niを用いた
 3段階A環構築法を応用し,シガトキシンのABC環部12を合成した(Scheme2)。
 第・F津シガトキシンABCD環部の合成とハプテンータンバクコンジュゲ一一トの調製
 第2章(2)の方法を用いて,ABCD環部の合成を行うこととした。まず,CTX3CのABCD環部13を,当
 研究室.で開発・最適化した方法に従って合成した.これに,Rh,Pb.Nlを用いた3段階A環側1…11t導人法を応
 用し,CTXのABCD環部i・1を合成できた。また,これをタンパクと連結したコンジュゲ一一H5を調製した
 (schemc3).このコンジュゲートを抗原としてマウスに免疫することによる抗CTx抗体調製は,現在検討
 中である.
 第5章免疫化学的シガトキシン類検出法
 qi研究室は,生物分f{1■1学研究所,(株)細胞科学研究所との共同研究で,CTx3CのABCDE環および
 lJKLM環をパプテンとして調製した2種の抗体を細み合わせ,CTX3Cを高感度・rl,',『1選択的に桧山できるサ
 ンドイッチEL]SAキットを開発した.
 (1)このEUSAキットのポジティブコントロールはCTX3Cであるが,貴可tで有"fなため,Ir」'能な限り使
 川を「Ill澄した方がよいと考えられる一そこで,代替IIIllとして、CTX3Cの左右両端1:1「孝造を有するタンバク
 コンジュゲートAD-BSA-IMを設lil・合成した(Figure2)。,このコンジュゲートは無毒で(マウス急性∫1∫1性
 >38m9/kg),L記ELISA法により高感度で(検出限界一5n9/111L)検出されたIFigul・e3)r従って,ELISA
 キット川の安全かつ高感度なポジテでブコントロールの開発に成功した.
 (2)シガテラ"∫1魚の抽出液からCTX3Cを抽出・検出できるかを確かめるため,モデル実験として.
 一2H)一
 CTX3C(30011g)を予め添加した魚肉(マグロ切り身)240gからCTX3Cを抽出し,ELISAキ・ントで検定
 した(Figllre4)。抽出物をメタノール溶液として検定すると,感度よくCTX3Cを検出できることが分かっ
 た。この結果は,実際のシガテラ毒魚からCTX類を抽出・検出できる可能性を示していると言える.
 第6章結論
 本研究のまとめを以'卜'に示した。
 (1)シガトキシンA環側鎖導入法の改良を試みた。Ni触媒によるカップリング反応の位置選択性は改善で
 きなかったが,各段階の収率を向上させることができた。
 (2)エノールエーテルに対する一塩.化ヨウ素一アルキニルアルミニウムのカップリング反応を鍵工程とす
 る,新しいA環側鎖導人法を開発できた。
 (3)Sml、による立体選択的分子内環化反応と,Pd,Ru,Niを用いた3段階A環構築法を応用して,シガト
 キシンABC環部を合成した。
 (4)CTX3CのABCD環部を合成し,これにRh,Pb,Niを月1いた3段階A環側鎖導入法を応用して,シガト
 キシンのABCD環部を合成した、、また,ABCD環部をタンパクと連結したコンジュゲートを調製した。
 (5)無毒で,感度のよい,実用的なCTX3C検出川ELISAキットのポジティブコントロールを開発した、
 (6)CTX3Cを予め添加した魚肉の抽出液から,ELISAキットを用いてCTX3Cを検出することができた。
 一211一
7 HOH H H ~HH 
A B C D - n : ~ O ~ - ~OH F 
R1 ~"H E A A 
OH 
Figure 1. 
HO H H
 
G H H 
.O~ H H . K 
H ~ 
HL 
L 10H 
H
 
O 
L___t~ 
R2 
(a) H H Pcy3 
~r~~~Ho ~ al'I~u=¥ H ¥¥¥~j:o!l . Li~~~h a(0:[ : _ : oBn =:~o 3Ph phc~ H : ' al' ~cy --> oBn pd dba 
oBn PhC~ H:H 2
1 2 3 
ciguatoxin (CTX) R1= Ho'v:v¥ *' H5 
R'=0H, n=0 
CTX3C R1=R2=H, n=1 
[ l Li TBS0~/~B¥~:~¥"' EILL~:~.¥~/ 5TBS 
NiC12(PPh5)2 
TBSO 
[ l U TBSO'~/~VB:~~~¥ B~:k.¥~l 5TBS 
~~ 
OTBS 
HOH r
 OBn 
A B 
_ O ~ : A OBn 
H 5Bn 
4 (CTX-type) 
~T' ~ 
(b) H H H 
/~~r/~~jl~~~L~1 OB:Bn Rha(pph k 3 ao ~ :~ AEH 
oBn 
5 (CTX3C-type) 6 
H
 
Pb(oAc)4 a( o : :' ---H> 
Acd H I 
7
 
NiC12(PPh3)2 
TBSO 
~~ 
OTBS 
HOH r
 OBn 
A B 
_ O ~ : A OBn 
H 6Bn 
4 (CTX-type) 
~
 
*
*
 
~
 
i
 
'
i
 
~
 
;
 
{
 
!
 
i
 
*
*
 
i
,
:
 
{
 
{
 
~
 
~
 
'
{
 
~
 
j
 
{
 
~
 
i
 
HH H 
5 Rha(pph3k ao/~¥:1/0~l~'l OB:Bn (c) If 
la 
HEA AIEt2 
oAl oBn TBS 
6 TBs6 scheme 1' TBSO - Q 
OTBS 
1) DBU 
or mCPBA 
2) TBAF 
3) LAH ~ 
HO OH 
HOH 
V A B oBn 
_ o A : A oBn 
H 6Bn 
9 (CTX-type) 
!
 
{
 
~
 
~
:
 
HH 
~:V¥~¥~no/~¥/~¥1 O¥11¥1 o/~/C ),~t'HO c02Et i:~ Ss_~>tePs¥¥ 
A--_A 
OBn 
10 
Scheme 2. 
H H H oMe 
HO : _ : O : 
H:H H 
OBn 
11 
oP 
5 steps 
(Pd,Ru,Ni) 
--> 
T BSO ; 
rA 
_o 
*~H 
OTBS 
3 steps 
H H H OH (Rh,Pb,Ni) 5 steps H H HH 
O 
--> ~¥ r or A B C D . . o c02Me~~> o c02Me 
~: :o-~~ -11 o:-:o-
HEH H H:H H _ OTBS ~ OTBS ~ 
TBSO bTBS HO bH 1 3 (CTX3C-ABCD) 14 
Scheme 3. 
HOH 
rA B c 
oR:Ao 
OH 
HH 
D ; BSA_;: 
A~H O 
o 
H H H oMe 
B C 
R E R O ~ OMPM 
OB* 
12 
H
 
l
 
O ~H 
Figure 2. 
H H ~)H 
J r( H 
*Ol'r) ~O. L .~JM 
AD-BSA-lM (a positive control of Sandwich ELISA) 
4
 
q'03 
c 
co e 
02 
u, 
!) 
col 
O J:)1 
H H OH O 
u Ho o~Q /A B C D . n: :O:-~~ _vH:H H 
H 6H (BSA, KLH) 
1 5 (CTX-ABCD antigen) 
Figure 3. 
1 oo AD-1BSA-IM (ng/mL) 1 ooOo 
i
 
{
,
 
i
 
}
 
~
 
~
"
 
~
 
~
 
~
 
;
 
}
.
 
i
 
~
 
i
=
 
i
;
 
~
 
;
;
 
{
 
{
.
 
!
 
minced extracted crude 
fish meat 
T extract 
CTX3C 
-~~ - H~ ~~i . "oH A:R A Hhf. 
OH 
Figure 4. 
ELISA 
2
 
a' 15 
o 
:: 
tu 
~0 1 
,,, 
J:] 
CD 
05 
O
 
1 OOOO 1 ooo 100 10 
sample concentration (x dilution) 
~-pure CTX3C (control) 
~hCTX3C(-) extract in I '/. Tween 
~-CTX3C(+) extract in I '/" Tween 
~~CTX3C(+) extract in MeOH 
1
 
~
.
 
~
 
i
 
~
 
I
=
 
~
 
~
 
-212-
~
 
~
 
{
 
 論文審査の結果の要旨
 佐々木信也の論文は,海産毒シガトキシン(CTX)のABCD環部の合成研究とシガトキシン類のイムノ
 アッセイ法に関する六章から構成されている。シガテラ中毒は,年間2万人以上が中毒する世界最大規模
 の海産物食中毒である。原因毒シガトキシンは,ナトリウムチャネルに作用して強力な神経毒性を示す。
 天然から単離される量が極めて微量であり,化学構造が複雑で,現代有機合成化学をもってしても非常に
 困難な合成標的である。人工合成によって供給が可能になれば,中毒治療や検出法の確立,神経科学等,
 関連分野や公衆衛生の発展改善に大きく貢献すると期待される。著者は,シガトキシン類の中で魚類に最
 も広く分布し,かつ最も複雑な化学構造を有するシガトキシン(CTX)の合成を検討し,特にA環側鎖を
 ABCD環セグメントに収束的かつ短工程で導入する方法を開発した。更に,CTX3C検出用サンドイッチ
 ELISAキットのポジティブコントロールを開発した他,実用性を検討する研究も行った。
 第一章では,シガトキシン類の構造と化学,生物活性,および本研究の目的について概説した。
 第.二章では,遷移金属触媒を用いてシガトキシン(CTX〉のAB環を効率的に合成する方法を検討した.
 更に,A環にジヒドロキシブテニル基を収束的に導入する方法について検討し,位置および立体選択的に
 側鎖を導入することに成功した。
 第三章では,上記二章で開発した方法に加えて,ヨウ化サマリウムを用いるC環構築法を活用して.シ
 ガトキシン(CTX)のABC環部の合成を達成した。
 第四章では,'更に,シガトキシン(CTX)のABCD環部の立体選択的合成に成功し,これをタンパク質
 とのコンジュゲートとして,マウスヘの免疫用抗原として抗体作製共同研究に供した。
 第五章では,生物分子工学研究所や(株)細胞科学研究所との共同研究によって開発した,CTX3C検
 出用サンドイッチELISAキットが,実際に魚の中のCTX3Cを検出できるか,モデル実験を検討し,実用性
 を確認した。また,猛毒のCTX3Cを用いないで済むように無毒のポジティブコントロールAD-BSA-IMを
 合成し,その有用性も確認した。
 第六章では,著者の研究成果を総括した。
 以L,本研究は,有機合成化学および生物有機化学の分野に画期的な貢献をするもので,著者が自立し
 て研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している.従って,佐々木信也提出の
 論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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